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OZET

Nitrik oksit (NO) L-Argininden NO sentaz (NOS) katalizérliigitinde kompleks kofaktorlerin
yer aldig: bir reaksiyon sonucunda sentezlenen yliksek reaktif 6zellikli serbest bir radikaldir.
Instilin eksikligine bagli olarak olusan diabetes mellitusta serbest oksijen radikallerinin
artisinin bir ¢ok diabetik komplikasyonlar: indiikledigi bilinmektedir. Siiperoksit radikalinin
radikal ozelligindeki NO ile etkilegsmesi sonucunda NO etkinliginin azalmasi1 ile birlikte
toksik olan yeni radikaller olugmaktadir. Cesitli antioksidan molekiilleri ve detoksifikasyon
enzimlerinin uygulanmasi ile meydana gelen hasarlar 6nlenebilmektedir. Bunun yani sira
dontigtimsiiz NOS inhibitorii olan N-Nitro-L-Arginin (LNA) uygulanmasi plazma NO
azalisia ve beyin dokusu stiperoksit artigina sebep olmaktadir. Artan NO konsantrasyonu
etkisi ile olusan S-Nitrosotiyol bilegikleri ve biyolojik 6zellikleri NO biyolojisinin 6nemli bir
boliimiidiir. Glutatyon, hiicreleri reaktif nitrojen oksit tlirlerinden GSNO olusumu yolu ile
korur. Memelilerin hiicrelerinde glutatyon miktariin azalmasi ile NO toksisitesi artar.
Olgtilen NO miktarida proteinlerin hangi oranda nitrozillenecegini ve fonksiyonlarimn hangi

derecede bozulacagim gosterir.

Anahtar Kelimeler: Nitrik oksit (NO), Nitrik oksit sentaz (NOS), Diabetes mellitus, N-Nitro
L-Arginin(LNA), antioksidan molekiiller, STZ, Vitamin E.

vii



ABSTRACT

Nitric oxide (NO), is a highly reactive free radical which is synthesized from L-Arginin by the
catalytic activity of nitric oxide syntetase (NOS). In diabetes mellitus, increase of the free
oxygen radical levels induces various diabetic complications. When the superoxide radicals
intract with the nitric oxide radical, nitric oxide activity is decrased and new radicals are
introduced. Many of the demages can be controlled by using antioxidants and detokxification
enzymes. Application of NOS’s irreversible inhibitor (N-Nitro-L-Arginin) causes the plasma
NO’s level to decrase and brain tissue’s superoxide level to increase. The formation and
properties of S-Nitrosothiol (RSNO) play an important part of the biology of nitric oxide.
Glutathione (GSH) can protect cells against the toxicity of reactive species (RSNO) such as
NO through the initial formation of GSNO. In mamlian cells depletion of intracelular GSH
increases toxicity mediated by NO. Measured NO quantity can show us at what degree

proteins are nitrosilated and their functions are impaired.

Key Words: Nitric oxide (NO), Nitric oxide syntetase (NOS), Diabetes mellitus, N-Nitro L-
Arginin(L.NA), antioxidants, STZ, Vitamine E
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1- GIRiS

Nitrik oksit (NO), L-Arginin ‘den nitrik oksit sentaz (NOS) katalizorliiglinde komplex
kofaktorlerin yer aldigi bir reaksiyon sonucunda sentezlenen yliksek reaktif 6zellikli serbest
bir radikaldir. Vaskiiler endotelyum, monositler, makrofajlarin yaminda beyinde de sentez

edilir (Kausic ve Cosentino, 1994; Kuo ve Schroender, 1995).

Beyinde De nova sentezi temelde iki tip NOS izoenzimi tarafindan yapilmaktadir. Bunlardan
¢c-NOS, konstituf ¢-NOS olarak bilinir ve bazal kogullarda diisiik miktarlarda (nM) NO
olusturur, serebral parankimal ve perivaskiiler néronlarda bulunur ( Garthwaite,1991; Zhang
vd.,1993 ). i-NOS indiiklenebilir NOS olarak bilinir ve yiiksek miktarlarda ( pM-mM) NO
olusumundan sorumludur. Noronal astrosit ve mikroglia hiicrelerinde minimal aktivitede
bulunur. Lipopolisakkarit ve sitokinlerin uyaristyla NO olusumunu saglar ( Bredt vd., 1990;
Kirk vd., 1990).

Bu gozlemlerden anlagilacag: gibi birgok patolojik durum ve hastaliklarda NO olusumunun
arttg1, NO' nun indiikledigi norotoksisite ile iligkilidir ( Kuo and Schroender, 1995).

Insiilin eksikligine bagl olarak olusan diabetes mellitus’da, serbest oksijen radikallerinin
artigtmn  birgok  diabet komplikasyonunu indiikledigi bilinmektedir. Ozellikle olusan
siiperoksit radikallerinin (O;")diger radikal ve biyomolekiiller ile etkilesmesi sonucunda
hiicresel ~ fonksiyonlarin bozuldugu da g6zlemlenmistir. Stiperoksit radikalinin, radikal
ozelligindeki NO ile etkilesmesi sonucunda NO etkinligi azaldigi gibi peroksinitrit olarak
bilinen vaskiiler sistem i¢in ¢ok toksik olan bir radikal de olugsmaktadir ( Lorenzi ve Caliero,

1991; Schmidt vd., 1994).

Serebral Iskemi-reperfiizyon, deney hayvanlarinda yapildiginda fokal norolojik lezyonlar
serebral korteksde olusabilmektedir. Bu durumu NO olusumu ve oksijen hasar
siddetlendirmektedir. Cesitli antioksidan molekiilleri ve detoksifikasyon enzimlerinin
uygulanmasinin bu hasarin bilyiik Slgtide 6nlenmesine katkida bulundugu gosterilmistir (Kirk
vd., 1990; Frindovich , 1978).

Bu bilgiler 1s181nda bu projede amacimiz, deneysel akut diabet olusturulmus siganlarda, 1limlx
serebral iskemi reperfiizyon modelinin kontrollere gére ne olgtide NO olusumuna sebep
oldugunu gozleyip, antioksidan uygulanan deney grubunda NO etkinligini artirabilecegini

incelemektir.



2- TEORIK KISIM
2.1- Nitrik Oksit (NO)

2.1.1- Nitrik Oksit Sentezi

Nitrik oksit suda zayif olarak ¢6ziinen radikal 6zelliginde bir gazdir. Dokudaki yari 6mrii
kisadir(10-60 sn) (Knowles ve Moncado,1992). Yar1 omrii oksijen varlifinda 4 dakikaya
kadar uzayabilmektedir (Taha vd., 1992) Reaktivitesi ne kadar hizli uzaklagtirildigina ve
yikildigina baglidir.

Asectilkolin’in izole edilmis tavsan aortasimin gevsemesini indikklemesi i¢in endotelyal
hiicreler ortamda bulunmalidir (Furchgott ve Zawadaki, 1980). Diiz kasin asetilkolin yoluyla
yaptig1 bu endotele bagimli gevseme ilk 1980 yilinda bildirilmis ve 1987-1988 de bu endotel
kokenli gevsetici faktoriin nitrik oksit adli serbest radikal oldugu gosterilmistir (Palmer vd.,
1987-1988).

Biyosentez sekli ne olursa olsun NO, her zaman L-argininin L-sitruline doniisiimii sonucu
meydana ¢ikar. Bu iki adimda ger¢eklesen bir reaksiyon olup NC hidroksi-L arginin NOHA)
anahtar araci1 maddedir. Genellikle NO biyosentezinin son ve kararli oksidatif tirlinleri NO; ve
NO5’diir.

H L angind

Sekil2.1 Nitrik oksidin biyosentezi



Sekil 2.2 NO sentaz reaksiyonu

Sekil 2.3 Bilinen NO sentaz izoenzimleriyle NO sentezi




2.1.2- Nitrik Oksidin Molekiiler Etkilesimleri

Nitrik oksit ¢esitli diisiik ve yiiksek molekiil agirligina sahip molekillerle reaksiyon verir.
Intraseliiler kalsiyum diizeyinin artmasi sonucu endotelyal hiicrelerde olusan NO, guanilat
siklazin hem grubuna baglanir. Bu konformasyonal degisim guanilat siklazin katalitik kismim
aktive eder, ¢c-GMP {iretimindeki artis vasorelaksasyonla sonlanir. NO c-GMP yoluyla
transseliiler zarlarda degisikliklere sebep olur. Nitrozohem, NO tarafindan hemoglobin,
myoglobin, siklooksijenaz, lipooksijenez veya sitokrom p-450 ile reaksiyonundan sonra
tiretilir. Bu reaksiyonun enzim regiilasyonundaki rolii ve protein gérevi iyi bir bigimde
tamimlanmugtir.  Makrofajlarin  sitotoksik &zelliklerinin, demir igeren enzimlerle hedef
hiicrelerde reaksiyon veren NO tarafindan devam ettirildigi diisiiniilmektedir. Bu nitrozasyon
mitokondriyal solunum inhibisyonuna, akonitaz aktivitesine ve ribontikleotid rediiktaz DNA
sentezindeki hiz tayin edici basamaga etki eder. NO, DNA hasarina ve mutasyonlara da

sebep olur.

NO, ayni zamanda S-nitrozotiolleri (RS-NO) ortaya ¢ikarmak i¢in tiollerle de reaksiyon verir.
Bu reaksiyon serum proteinlerindeki reaktif SH gruplart ve NO’nun etkilesimidir. Bu tirtinler

NO igin uzun bir siire saklanabilir form olusturur.

2N

oTP Sk

Sekil 2.4. Nitrik oksit/ cGMP transdiiksiyon yolu



2.2- Nitrik Oksit Sentaz (NOS)
2.2.1- Nitrik Oksit Sentazin Genel Yapis1 ve Ozellikleri

NOS izoformlari, ekspresyonlar: ve regulasyonlari acgisindan farkliik gosterselerde,
katalizlenen reaksiyon bir biitiin olarak aynidir (L arginin elektron oksidasyonu) . Burada
substrat olarak molekiiler oksijen ve NADPH’1n yam sira elektronlarin zincir icerisinde
transportu i¢in FAD (flavin adenin diniikleotit) ve FMN (flavin mononiikleotit) de
gerekmektedir (Marletta vd.,1988; Mayer vd., 1991). Bu kofaktorlere ek olarak
tetrahidrobiopterine de ihtiya¢ vardir.

NOS’ un primer yapisi bu enzimin a-helikal yapida bir protein oldugunu ortaya koymaktadir.
NADPH, FAD ve FMN baglanma bolgeleri iyi bir bi¢imde tanimlanmigtir. Dizileri agiga
cikanlmig memeli proteinleri arasinda NOS, sadece sitokrom P-450 rediiktaz ile yakin bir
homoloji géstermektedir (641 aminoasit arasinda %58’lik bir homoloji vardir). Son bulgular
NOS’ un komplex bir enzim oldugunu isaret etmektedir. Ciinkii FAD ve FMN baglanma
bolgelerine ve NADPH , Sitokrom P-450 rediiktaz ile gostermis oldugu sasirtic1 benzerlige ek
olarak NOS’un aym zamanda polipeptid zinciri iizerinde hem (White ve Marletta, 1992)

bolgeside icermektedir.

HeT] Call\’l ADPI?
NH2- L-Arginin FMN FAD -COOH Néronal NOS
Hem CaM NADPIl{
] |
NH2- L-Arginin FMN FAD -COOH Sitokinle indiik. NOS
H CaM NADP
fm i [ ADPH
NH2- L-Arginin FMN FAD ~COOH Endotelial NOS
NADPH

-COOH Sitokrom P-450 rediiktaz

NH2— ] FMN FAD

Transmembran domain

Sekil 2.5 Noronal, sitokin ile indiikklenen, endotelial nitrik oksit sentaz ve sitokrom P-450
rediiktazin amino asit dizileri



2.2.2- Nitrik Oksit Sentaz’n izoformlar

Nitrik oksit sentaz’in 4 izoformu tammlanmigtir. Bu izoformlar bolgesel dagihimlari,
regiilasyon tarzlari, molekiiler agirliklar1 ve farkli genler tarafindan kodlandigindan

birbirinden farklidirlar.

Bu izoformlar arasinda Tip 1 NOS (ayn: zamanda b(beyin) ve n(néronal) NOS olarak da
adlandirilir) ve Tip 3 NOS (endotel hiicrelerdeki, trombositlerdeki ve adrenal bezdeki EDRF/
NO sentezinin ¢ogundan sorumludur) konstriktif izoformlardandirlar. Oysa Tip 2 (ayni
zamanda mac (makrofaj) NOS olarak da adlandirilir) indiiklenebilir bir izoformdur. Daha
oncede tizerinde durulmus oldugu gibi bu enzimler sitokrom p-450 rediiktazinkine benzer
dizilerle birlikte FAD, FMN ve NADPH i¢inde tanima bdolgeleri igerirler. Biitiin izoformlar
protein yoluyla fosforilasyon igin ortak bir bolgeye sahiptirler. Tip 2 NOS aktivitesi, Ca™dan
bagimsiz olmasina ragmen tipki Tip 1 NOS gibi kalmodulin baglama bolgesi igerir. Tip 2
NOS, Tip 1 NOS dan daha kisadir (1144 ve 1429 aminoasit). Bu amino ucundaki 200
aminoasit, karboksil ucundaki 15 aminoasidin yokluguna ve molekiliin igindeki 40
aminoasidin delesyonuna baglidir. Tip 1 NOS (beyin) ve Tip 3 NOS (endotelyum) arasinda
sasirtict derecede bir homoloji vardir ve bu endotel hiicrelerinden beyin NOS’larina karsi
gelistirilmis anti serum ile NOS’a benzer bir immunoreaktivite tespit edildigini agiklar (Bredt
vd., 1990). Fakat her nasilsa Tip 1 NOS ¢oziinebilir ama Tip 3 NOS partikiiler halindedir ve
bunlar farkli genler tarafindan sifrelenirler (Janssens vd., 1992).

LPS (lipopolisakkarit) veya lenfokinlerle aktive olmus makrofajlardaki indiiklenebilir NOS,
Tip 2 esas dizisinde kalmodulin baglayict bir bolgesi olmasina ragmen aktivitesi igin
kalmoduline ihtiyag duymaz (Lida vd., 1992). Son yulardaki bulgular LPS ile muamele
edilmis siganlarin karacigerlerindeki kalmoduline bagimli NOS’un indiiksiyonunu g6sterecek
bu sasirtic1 gézlemi kismen de olsa agiklamaktadirlar. Tip 4 NOS’un Tip 2 NOS’a verimli
olarak doniismesi Tip 2 NOS un kokenini Tip 4 NOS’dan aldigini desteklemektedir.



Cizelge 2.1. NO sentazin izoformlar

2.2.3- Nitrik Oksit Sentaz’in Inhibitorleri

NC-metil veya N-nitro L arginin tiirevlerinin, invitro ve invivo kosullarda NOS inhibisyonu
yoluyla EDRF olusumunu gecici ve yarigmali olarak inhibe ettidi ger¢egi, L arginin-NO
yolunun tamimlanmasi i¢in ¢ok 6nemli bir adim olmustur (Moncado vd., 1991). Bu analoglar
invitro ve invivo kogullarda NOS aktivitesini inhibe etme yeteneklerinde gesitli potansiyeller
sergilerler. Son caligmalarda bunlarin farmakolojik profillerinde baska Snemli farkliliklar
oldugu belirtilmelerine ragmen, diger bir taraftan L-NAME ( N nitro-L arginin metil ester)
gibi N nitro L arginin tiirevleri NOS yoluyla L argininin L sitruline doniigmesi esnasinda NO
ve O, firetimini aym1 anda inhibe ederler, oysa L-NMMA ( N monometil-L arginin) gibi N%-
metil-L arginin tlirevleri sadece NO sentezini inhibe ederler (Pouslov vd., 1992). Bu bulgu
stiperoksit dismutaz’mm L-NMMA’nin vazokonstriiktor etkilerinde 6nemli derecede neden
azalttigim agiklayabilir ve O,”min L-NMMA’nin vaskiiler etkilerinde yer alabilecegini

duistindtirtir (Thomas ve Ranwel, 1992).

NOS inhibitorleri, hayvanlarda lipopolisakkaritlerle veya tiimdr nekroz faktorleriyle
indtiklenen hipotansiyonu ve hemorajik ve anaflaktik goklu hayvanlardaki hipotansiyonu



tersine g¢evirebilir veya oOnleyebilir (Moncado, 1992). Septik soklu hastalarda disiik
dozlardaki NY-monometil-L arginin (standart terapiye eklenmis olan) bu kosullardaki
hipotansiyonu tersine ¢evirmigtir (Petros vd., 1991). Ancak deney hayvanlar1 ile yapilan
caligmalar, NOS’un inhibisyon derecesinin tedavinin sonucu ig¢in c¢ok Snemli oldugunu
diigtindiirmektedir. Ciinkii yiiksek dozlar siddetli vazokonstriiksiyonlara, organ hasarina ve

Oliimlere neden olmaktadir.

Endotoksin ayrica vendz kaslardaki (Wallance ve Moncado, 1993), miyokard ve
endokarddaki NOS’u indiikler (Shulz vd., 1992). Bu enzim tarafindan NO sentezinin artmasi
vendz havuzlasmaya ve endotoksemiyle alakali kardiyak fonksiyon bozukluklarina katkida
bulunuyor olabilir. Dahas1 dilate olmus kardiyomiyopatinin kardiyak fonksiyon bozukluklari,
aym zamanda bu enzimin indiiksiyonu ile de baglantilidir (de Belger vd., 1993). Bu sebepten
damarda da oldugu gibi kalpte de fizyolojik bir role sahip olabilir ve miyokard da normalde
bulunan bir enzim tarafindan fizyolojik olarak {iretilecegi gibi indiiklenebilen enzim
tarafindan ¢ok miktarda ve uzun siire tiretildigi zaman da patolojik olup dilatasyona ve damar

hastaliklarina neden olabilir.

2.3- Nitrik Oksitin Fizyolojik Etkileri

NO, lipofilik bir maddedir. Bu nedenle vaskiiler endotelden diiz kas hiicrelerine kolaylikla
diflize olarak guanilat siklaz enziminin hem grubuna baglanir. Bu enzimi aktif hale getirip diiz
kas hiicrelerinde ¢cGMP diizeyini yikseltir. ¢cGMP miktarinin artmasi - vaskiiler diiz kas

hiicrelerinde gevsemeye ve trombosit adezyon ve agregasyonunun inhibisyonuna neden olur

(Moncado ve Higgs, 2002).

Insanlarda NO, bazal durumda damar endotelinden siirekli olarak saliverilir ve olusturdugu
vazodilator etki ile damar rezistansimin diizenlenmesine katkida bulunur. L-NMMA verilerek
NO sentezinin inhibe edilmesinin sigan, kobay ve tavsanlarda kan basincim yiikselttigi

... bulunmusgtur. Bu olay L-arjinin verilerek tersine ¢evrilebilir. .

. Venlerin, arterlere gore genellikle daha diigiik miktarlarda NO saliverdikleri bulunmugtur.
Nitekim, koroner bypass ameliyatlarinda yerlestirilen a. mammaria interna greflerinin, safen
venden yapilanlara gore daha uzun bir siire tikanmadan kalmasi, arter endotelinin NO sentez
ve saliverme kapasitesinin venlere nazaran daha yiiksek olmas: ile agiklanmistir (Kayaalp,

1990).



NO bazal vaskiiler tonusun saglanmasina ilaveten, trombosit aktivasyonunun énlenmesinde,
endotele 1okosit adezyonunun sinirlandirilmasinda  ve miyokard kontraktilitesinin
regiilasyonunda Gnemli role sahiptir. Bu nedenle, NO yetersizliginde deney hayvanlarinda
hipertansiyon, ateroskleroz ve diyabet gibi hastaliklarin daha hizli gelistigi gosterilmigtir
(Busse ve Fleming, 1996). NO’nun fibroblastlarda ve kiiltiirli yapilan diiz kas hiicrelerinde
mitozu inhibe ettigi bulunmustur. Bu antiproliferatif etki NO’nun ateroskleroz gelisimini

onleyici etkisine katkida bulunabilir.

NO, oldukga selektif ve etkin bir gekilde pulmoner vazodilatasyon saglar. Bu nedenle,
pulmoner hipertansiyonlu yeni doganlarda, konjenital kalp hastalikli ¢ocuklarda, pulmoner
hipertansiyonlu yetigkinlerde, konjenital alveolar ve bronkopulmoner displazide inhalasyon
yoluyla kullanim1 glindeme gelmistir (Kinsella ve Abman, 1993).

Beyinde belirli noronlarda NO sentezlenmesi, bu maddenin norotransmiter islevi
yapabilecegini de distindiirmektedir (Bredt ve Snyder, 1992). Deney hayvanlarinda elde
edilen sonuglar NO sentezinin engellenmesi ile 6grenme yeteneginin azaldifinmi ortaya

koymaktadir. NO’nun gorme, koklama, agrn ve aglik duygusunu algilamada da rolii

olabilecegi bildirilmistir (Moncado ve Higgs, 2002). Otonom sinir. sistemi ile iligkili bir .

periferik “nitrerjik” sistemin varligini ortaya koyan kanitlar da elde edilmistir.

NO bilinen diger klasik norotransmiterlerden farkhidir, gerektigi yerde, zamanda ve

miktarlarda sentezlenerek tiretildigi hiicreden disariya diflize olur, 6zel reseptorleri yoktur.

Gastrointestinal sistemde, néronal yapilarda ve pleksuslarda NOS-enziminin varliginin
gosterilmesi NO’nun bu sistemde gevsetici tonusa katkida bulundugunu ortaya koymaktadir.
Nitekim, pilor stenozunda ve akalazia olgularinda adi gegen enzimin kayboldugu ve

dolayisiyla NO sentez ve saliverilmesinin gerceklesmedigi saptanmigtir (Anggard, 1994).

Pankreasta B - hiicrelerinde ¢cNOS bulundugu ve fizyolojik sartlarda NO’nun insiilin
..salgilanmasina neden oldugu . bilinmektedir. Rodentlerde streptozosin. verilerek. olusturulan
diyabette Ca™a bagimli NOS inhibitorleri verilmesi durumunda pankreasta makrofaj
infiltrasyonunun azaldig1 ve hipergliseminin 6nlendigi saptanmistir (Corbett vd., 1993).

Insanda uterus arterlerinde internal kalinligin olusumunda NO iiretim ve saliverilmesinin rol
oynadif1 gosterilmistir. Bu etkiye ilaveten NO’nun, uterusta kasilma ve gevsemede de rolii

oldugu one siirlilmistlir (Azuma vd., 1995).

BT R
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NO, yukarida belirtilen organ sistemleriyle ilgili 6nemli etkilerine ilaveten, immiin sistemde
de baz1 fonksiyonlarin kontroliine katkida bulunur. Nitekim makrofajlarin kanser hiicrelerini
oldiirme yeteneklerini de kapsayan sitotoksik etkileri i¢in NO’nun gerekli oldugu
gOsterilmigtir. Akut ve kronik iltihap olaylarinda da NO’nun O6nemli rol oynadig:
diisiiniilmektedir. Nitekim, NO’nun iltthap dokusunda makrofajlar tarafindan fazla
miktarlarda sentezlenip saliverildigi bulunmus ve bdylece makrofajlarin infeksiyon etkeni
mikroorganizma ve parazitler lizerindeki Oldiirticti etkilerine aracilik ettigi bildirilmistir

(Edwards, 1995).

Sonug olarak; bir otakoid 6zelligine sahip olan NO’nun gii¢lti bir vazodilatér oldugunu ve bu
temel etkisine ilave olarak nérotransmiter, immiinomodiilator ve yabanci etkenlere karsi

sitotoksik etki gosterdigini séylemek mumkiindiir.

2.4- Canlilarda Oksijen Radikallerinin Yapim

Oksijen bulunan bir ortamda, gesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle oksijen radikalleri
yapilabilir. Viicudumuzda olusabilen radikallerin sayis1 “ylizlerce farkli tlir” seklinde ifade
edilebilirse de, bu radikaller arasinda siiperoksit, hidrojenperoksit, nitrik oksit ve hidroksil
radikalinin 6zel yerleri vardir. Hatta bu radikaller iginde stiperoksit ve nitrik oksit temel
radikaller sayilabilir. Ciinkii siiperoksit ve nitrik oksit enzimatik mekanizmalarla, devaml
olarak ve onemli derigsimde iiretilen radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik sistemlerde
tamdigimiz  diger biitiin onemli radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tiirlerin

olusumunu baglatabilecek 6zelliktedirler.

Normal biyokimyasal tepkimeler sirasinda olugan oksijen radikalleri ile gesitli biyolojik
fonksiyonlar yerine getirmek tizere tiretilen nitrik oksidin derisimleri genellikle ¢cok diistiktiir.
Diigiik derisimdeki reaktif tiirler, hiicrelerin antioksidan sistemleri tarafindan inaktive

edildiklerinden 6nemli toksik etkilere neden olmazlar. Ancak bu radikallerin yapimlan cesitli

patoloyk durumlarda artablhr gogunlukla da her 1k1 radlkal blle$lk grubunun olusumu b1rb1r1

ile paralel seyreder Ornegm mﬂamasyon durumlarmda aktlve olan lokos1tler ayni anda hem
oksijen radikallerini hem de nitrik oksidi yliksek derigimlerde sentezlerler. Nitrik oksit,
oksijen radikalleri ile tepkimeye girerek veya oksijenli ortamlarda oksitlenerek, kendisinden
¢ok daha reaktif tiirlerin olusumuna neden olur. oksijen radikallerinin fazla yapiminin neden
oldugu etkilerin toplamu “oksidan stres* diye adlandirilir. Oksidan stresi, nitrik oksidin reaktif
tiirlerinden kaynaklanan toksik etkilerden ayirmak miimkiin olmadifindan, “nitrozatif stres”



11

den ayirmak imkansizdir. Bu bakimdan, oksidatif hasar, superoksitten kaynaklanan radikaller

ile nitrik oksidin reaktif tiirlerinin neden oldugu hasarlarin bir toplamidar.

2.4.1- Siiperoksit Radikali

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan siiperoksit, basglica su mekanizmalarla

tiretilmektedir:

Indirgeyici 6zellikteki biyomolekiiler oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken
siiperoksit  radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler,
ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi ylizlerce biyolojik molekiil aerobik ortamda
oksitlenirken stiperoksit yapimina neden olurlar.

Basta c¢esitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak lizere, ylizlerce enzimin katalitik etkisi
sirasinda siiperoksit radikali bir tiriin olarak olusabilir.

Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullamlirken, tiiketilen oksijenin %
1-5 kadan siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapimimin nedeni NADH-
dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron tagiyicilardan oksijene elektron kagaginin
olmasidir.

Aktive edilen fagositik 16kositler bol miktarda siiperoksit lireterek fagozom igine ve
bulunduklari ortama verirler. Antibakteriyel etki igin gerekli olan bu radikal yapim, daha
reaktif tiirlerin olusumunu da baslatir. Yani radikal yapimu bazi hiicresel fonksiyonlar icin

gerekli de olabilir. - ; hin

Hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit, oksitleyici veya indirgeyici olarak davranabilir.

Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom c’ye veya bir radikale verirse tekrar oksijene

oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan siliperoksit bir elektron daha alirsa peroksi

anyonuna indirgenir.

O +¢e Oy
—>

0, + 0, +2H

0, + " —» HOy

SOD

, H,0,

Bu tepkime biyolojik molekiillerin oksidasyonuna neden oldugundan tercih edilmez. Aerobik

canlilarda siiperoksitlerin H,O,’e ¢evrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok yliksek bir enzim olan

siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir.
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Siiperoksit Dismutaz (SOD)

0, + 0y +2H" ﬂ_, H,0,

SOD tarafindan Kkatalizlenen bu tepkime “dismutasyon tepkimesi” diye adlandirilir.
Siiperoksit, 6zellikle hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden dismutasyonla da
H,0,’e gevrilebilir.

SOD enziminin yiiksek Kkatalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde stiperoksit birikimine izin
verilmez. Ancak ¢esitli patolojik durumlarda siiperoksit yapiminin artmasiyla siiperokside

Ozgii tepkimeler goriilmeye baglar:

e Siiperoksit metal iyonlarini indirgeyerek bagli oldugu proteinlerden salimmina neden olur.
kofaktdrlerin oksidasyon diizeylerini bozar ve metal iyonlarin katildig: hidroksil radikali
yapim tepkimelerini hizlandirir.

e Diger radikallere gére daha az reaktif olsa da indirgenmis niikleotidleri, baz1 amino asitleri
ve antioksidan bilegikleri oksitler.

e Siiperoksit, hiicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun dmiirliidiir ve ¢ozlintirligii
daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar ylizeyleri daha asidiktir ve siiperoksit
burada daha kolayca bir proton alarak hidroperoksit radikalini (HO,’) olusturur. Bu radikal
de ¢ok reaktif olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu baglatabilir ve antioksidanlar

oksitleyebilir.

2.4.2- Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da siiperoksitlerin

enzimatik ve non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur.

Yapisinda paylasilmamis elektron igermediginden radikal ozelligi tasimaz, reaktif bir tiir
degildir. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, demir, bakir gibi

metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin &nciilli olarak davranmasidir. ... ... o

Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek
yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarin olusturur. Bu formdaki demir ¢ok
giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal
tepkinieleri baglatabilir.

Oksitleyici 06zelligi nedeniyle, biyolojik sistemlerde olusan H;O,’nin derhal ortamdan
uzaklastirilmasi gerekir. H,O, memeli hiicrelerinde katalaz, ve glutatyon peroksidaz (GSHPx)

tarafindan glutatyon rediiksiyonu ile su ve molekiiler oksijene detoksifiye edilir. Okside
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glutatyon da nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) varliginda glutatyon rediiktaz
(GR) ile rediikte glutatyona doniistiiriiliir.

2H,0, = 2H,0+ 0,

2.4.3- Hidroksil Radikali

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde tiretilen hidroksil radikali (OH) canlilarda iki mekanizma

ile olugabilir.

Iyonlastirici radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin iyonlagmasi
gerceklesir. Uyarilmis su molekiilii (Hzo*) homolitik yikim ile; H,O" ise bir su molekiilii
ile tepkimeye girerek hidroksil radikali olustururlar. Bu tepkimeler ¢ok kisa stirede
gerceklesir ve iiretilen 'OH, radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu
baslica kimyasal tlirdiir.

2H,0 ___, H,0" +¢ + 0"

Hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile "OH yapimi, viicutta bu radikalin en 6nemli
kaynagidir. HyOx nin iki elektron ile indirgenmesi ile su olugsurken, tek elektron ile
indirgenmesi "OH yapimina neden olur. bu tiir indirgenme Fe, Cu gibi metal iyonlan
tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, stiperoksit gibi indirgeyici bilegiklerin de bulundugu
ortamda oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiginden H,O,’den "OH yapima siirekli bir
duruma gelir.

Fe, Cu
H,0, + Askorbat (veya O, —— “OH + semidehidroaskorbat

Haber-Weiss tepkimesi ya da fenton tepkimesi olarak adlandirilan bu tepkime ile ne kadar

"OH olusacag, viicutta iiretilen H,O, derisimi ve serbest metal iyonunun varligina baglidur.

Stiperoksit hem H,O,’nin 6nciilii hem de metalleri indirgeyici bir tiir oldugundan; stiperoksit

. .proteinlere bagh metallerin indirgenip serbest kalmasina da neden olabildiginden, biyolojik

kosullarda siiperoksit olusumunun arttifn ortamda ‘OH iretimi kaglmlmazdlr;f"Fenton

tepkimesini katalizleyen en aktif metal iyonlar1 demir ve bakirdir.

Hidroksil radikali olugumu igin diger bir yol ise O, in ndronal endothelial ve glial nitrikoksit

sentaz aracilifi ile siirekli olusan ve bir gaz radikal olan nitrik oksit ile girdigi reaksiyondur.

Bu reaksiyon {iriinii peroksinitrittir (ONOQO™).
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0, +NO: ONOO"
ONOO™ +H"_, ONOOH
ONOOH—» ‘OH +NO;

Biyolojik sistemlerin tamdii en reaktif tiir olan '‘OH, su dahil ortamda rastladif: her
biyomolekiille tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin tepkimeleri baglica:

a) Elektron transfer tepkimeleri

b) Hidrojen ¢cikarma tepkimeleri

¢) Katilma tepkimeleri

Biitiin bu tepkimeler, ‘OH’1n paylagilmamis elektron iceren dig orbitaline elektron alma
ilgisinden kaynaklanir.

Katilma tepkimeleri, dzellikle elektronca zengin molekiillerle (piirin ve primidin bazlar,
aromatik amino asitler gibi) gergeklesir.

Hidroksil radikalinin organik molekiillerden hidrojen atomu alarak suya indirgendigi tepkime,
hidrojen ¢ikarma tepkimesi olarak bilinir. Hidroksil radikali ile olusan en iyi tammlannusg

biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur.

Her tiir biyolojik molekiil ‘OH’in bir hedefi ise de 6zellikle elektronca zengin bilesikler
tercihli hedeflerdir. Niikleik asitler, proteinler ve lipidlerde baglatilan radikalik tepkimelerde
binlerce farkli ara tiriinler olusabilir.

e DNA ile tepkimesi sonucu baz modifikasyonlar, baz delesyonlar, zincir kirilmalar:
gerceklesebilir. ileri derecedeki DNA hasarlart tamir edilemediginden hiicre Sliimiine

neden olur.

e Proteinler {izerinde olusan oksidasyonlar yap1 degisimine neden olacagindan proteinleri
proteolitik yikima gotiirtir.

* Hicre zar, su igermediginden "OH’m baglica hedefi ya$ asididir. Zar lipidlerinin
peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gegirgenligini artirip yine hiicre 6liimiine neden
olabilir.

o Ozellikle ‘OH yapimin: katalizlemelerindeki etkileri nedeniyle, canlilarda metal iyonlarin
radikal hasarlarindan birinci derecede sorumludurlar ve bu etkiye sahip olamadiklart

formda (proteine bagl) tutulmalidir.
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Sekil 2.6 Hidroksil radikallerinin hiicrede lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA
hasarim baglatmasi.

2.4.4- Bir Radikal Olarak Nitrik Oksit

Nitrik oksit, ¢ok ©nemli biyolojik fonksiyonlar: yerine getirmek {izere iiretilen nitrojen
merkezli bir radikaldir. Paylasilmamig elektron aslinda nitrojen atomuna ait ise de, bu
elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu iizerinde delokalize olmasi nedeniyle tam
radikal ozelligi tagimaz. Bunun sonucu, bilinen diger radikallere goére reaktivitesi

baskilandigindan olduk¢a uzun dmiirltidiir.

Oksijen radikalleri, ¢ok sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile fiziksel/ kimyasal
mekanizmalarla olugturulurlar. Oysa viicudumuzda NO sentezini saglayan mekanizmalar son
derece kisithdir. Viicuda giren nitro bilegiklerinin metabolize edilmesi sirasinda olugan NO
bir tarafa birakilacak olursa, endojen NO olusturan tek kaynak nitrik oksit sentaz (NOS)

enzimidir. Bu enzimin noronal, endotelyal ve indiiklenebilir olmak tizere 3 formu vardir.

Radikal olarak reaktivitesi diigiik olan NO, metal i¢eren merkezler ve radikaller ile biiyiik bir
hizla tepkimeye girer. Ozellikle lipid radikaller ile tepkimeye girmesi NO’e antioksidan bir

etki de kazandirir.

O,”, noronal endothelial ve glial nitrikoksit sentaz araciliy ile stirekli olusan ve bir gaz

radikal olan nitrik oksit ile reaksiyona girer. Bu reaksiyonun tiriinii peroksinitrittir (ONOO™).
0,"+NO_, ONOO
ONOO +H_, ONOOH

ONOOH—» ‘OH +NO,
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Son derece hizli gergeklesen bu reaksiyonda ONOO'™ olusum hiz1 6.7X10 ° L. mol s olup
diffuzyon smirhidir (Hue and Padmaja., 1993). Fizyolojik pH da ONOO™ derhal ‘OH ve
nitrojen diokside (NOy) .pargalamr. Cok giiclii bir prooksidan olan ONOO’, SOD ile
reaksiyona girerek giiclii bir nitratlayici ajan olusturur. Sonugta hiicresel proteinlerin tirozin
kalintilarinin nitratlanmasi hiicresel disfonksiyon ve 6liime yol agabilir (Beckman vd., 1993;

Patel vd., 1999).

Fizyolojik degisimde iiretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOj")
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksidi
ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Aerobik ortamda NO stabil degildir.
Derigiminin artmas: ile oksidasyonu hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derigimi ile kendi émrii

arasinda ters bir orant1 vardir.

Radikalik tepkimeler su durumlarda sona erer.

e Olusan radikallerin antioksidanlar ile indirgenmesi

e Radikallerin birbirleri ile tepkimeleri

e Ortamda tepkimeye girebilecek bilesik kalmamasi

Buna gore hiicresel kosullarda, olusan radikalin ¢ok erken safhalarda indirgenmesi

biyomolekiillerin korunmasi bakimindan hayati 6neme sahiptir.

Cizelge 2.2 Enzimatik ve non - enzimatik oksidanlar

S NS 5 RO T R

£ J i NZ

Serbest radikaller gesitli hastaliklarin patogenezinde onemli rol oynarlar. Diabet ve diabet
komplikasyonlarimin geligimi, kanser, yaghilik, Behget hastalif1 gibi ¢ok sayida hastalikta
serbest radikal {liretiminin arttig1 ve antioksidan savunmalarin yetersiz oldugu gosterilmistir.

Ancak bu hastaliklarin gogunda, serbest radikallerin hastaligin bir sebebi mi, yoksa bir sonucu

olarak mi meydana geldikleri bilinmemektir.
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2.5- Beyin Iskemi Reperfiizyon Hasar

Beyinde iskemik dokunun resirkiilasyonu ile meydana gelen doku hasar, iskemi sirasinda
gelisen olaylarin kiimiilatif etkileri sonucu ortaya ¢iktifa icin "iskemi-reperfiizyon hasar1"
seklinde adlandinlir. Reperfiizyon déneminde, iskemi sirasinda nekroza ugramis hiicrelerin
disindaki diger hiicrelerde, énce ATP yapimi, iyon dengesi geriye dénmekte, membranlar
repolarize olmakta, sinaptik aktivite ileride gecikmis noronal hasar nedeniyle olecek
hiicrelerde dahi diizelmekte, ancak hem metabolik hiz hem de kan akig1 vzun siire belirgin
derecede azalmaktadir (Imaizumi vd., 1987; Siesjo vd.,1995).

Reperfiizyon ile hiicreye yeniden enerji saglanmasi, metabolik agidan uzun dénemde yararli
olmakla birlikte, ilk donemde iskemik hasarli doku lizerine ani ve hizli bi¢imde gelen oksijen
ve kan tiriinleri hasar1 biiylitmektedir (White vd.,1993). Reperfiizyon déneminde iskeminin
derinligi ve siiresine bagli olarak, hiicrenin temel yap1 ve fonksiyonlarinda degisik derecelerde
hasar olusmaktadir. Bu hasar1 olusturan en 6nemli etkenlerin serbest oksijen radikalleri ve
diger reaktif oksijen tiirleri oldugu kabul edilmektedir ( Suzuki, 1987; Bindokas vd., 1996;
Chan , 1996; Toyoda ve Lee, 1997)

Morfolojik ¢aligmalar korteksin 3 ve 5 inci tabakalarinda bulunan piramidal néronlarin ve
hipokampusta Ammon boynuzunun CA1 bodlgesinde bulunan néronlarin iskemi- reperfiizyon
hasarindan en fazla etkilenen bolgeler oldugunu ortaya koymaktadir. Reperfizyonun ilk 15
dakikasinda néronlarda morfolojik olarak gézlenen hasar mikrovakuolizasyondur. Sonraki alt1
saat i¢inde hasar ilerler ve 48-72 saat sonra noron pargalanmasi goriiliir ( Bindokas™ vd.,

1996).

Iskemik dokunun reperfiizyonu sirasinda gergeklesen reoksijenasyon bir yandan néronal
canlilifin devamini saglarken diger yandan da reaktif oksidanlarm olusumuna yol agan sayisiz
enzimatik oksidasyon reaksiyonu icin substrat olarak gerekli olan oksijeni ortama
getirmektedir. Oksijenin indirgenmesini izleyen donemde siiperoksid (O;), hidroperoksil
(HOy), hidrojen peroksid (H,0O,) ve hidroksil radikali (OH) nin dahil oldugu bir¢ok reaktif - -
oksijen tiirli olugmaya baglar.

Dokuda meydana gelen baslica Iskemi-Reperflizyon hasarlari sunlardir;
e Lipid peroksidasyonu
o Lipid karboksilasyonu

e Protein oksidasyonu
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e DNA hasar

e Nbotrofil kaynakli hiicre hasan

2.5.1- Lipid Peroksidasyonu

Reperflizyon hasarimin en énemli nedeni, artan serbest radikallerin beyin hiicresi, plazma ve
organel membranlari, vaskiiler endotel hiicre membran1i ve myelinde baglattiklarr lipid
peroksidasyonudur. Radikal aracili bir zincir reaksiyon mekanizmas: seklinde geligen lipid
peroksidasyonu sirasinda, doymamig yag asidlerinin yan zincirlerinde yeniden diizenlenme
s6z konusudur (White vd.,1993). Lipid peroksidasyonu sirasinda ilk hidrojen atomunu
koparacak reaktivitedeki radikaller, hidroksil (OH’), alkoksil (RO, peroksil (ROO?) ve
hidroperoksil radikalleri olup, siiperoksid anyonu ve hidrojen peroksid bu reaksiyonu

baglatamamaktadir (Gutteridge, 1995).

Sekil 2.7 Lipid peroksidasyonu

Iskemide baslayan lipolizin, reperflizyon siiresince de devam ettigine dair kanitlar
bulunmaktadir. Bu nedenle reperfiizyonda, enzimatik lipoliz ve lipid peroksidasyonu,
membran hasarmnda sinerjizm i¢inde stirmektedir. Perokside olmus yag asidleri, lipolizi
gerceklestiren fosfolipazlar igin dogal yag asidlerine oranla daha iyi substratlardir. Ayrica
lipid peroksidasyon firiinleri de fosfolipaz aktivitesini stimiile etmektedirler (White vd.,
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1993). Lipid peroksidasyonu, ortamda doymamis yag asidleri, oksijen ve metal katalizorler
(Fe*', Cu") bulundugu siirece logaritmik olarak artarken yeni serbest radikallerin olusumuna
neden olmaktadir. Bu nedenle reperfiizyon donemi, lipid peroksidasyonu igin gerekli kosullari
saglamas1 bakimindan ¢ok uygundur (Krause vd.,1985;White vd., 1993). Lipid radikalleri
veya MDA gibi peroksidasyon {irlinleri araciligy ile lipid peroksidasyonu, biyolojik
membranlarda yaygm hale geldigi zaman hiicresel yap1 ve fonksiyon hasarlari ortaya
¢ikmaktadir. Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan ve fonksiyonel hasara neden olan
temel yapisal degisiklik; membran yag asidlerinin interior alkil zincirlerine hidrofilik bir
grubun girmesi ve yag asidlerinin ak6z faza dogru dénmeleridir. Bunun sonucunda olusan

fonksiyonel hasarlar sunlardir:

e Yapisal hasarin derecesine gére, plazma membraninda akiskanlifin azalmasi, membran
gecirgenliginin degismesi, membran potansiyeli azalmasi, membrana bagh enzimlerde

(Orn: Na'-K*ATPaz) aktivite azalmasi ( Esterbauer ve Schaur, 1999).

e Lizozomal ve mitokondrial membranlari ilgilendiren ileri derecede lipid peroksidasyonu
ile organel igeriginin (mitokondrial matriks enzimleri, lizozomal enzimler gibi) hiicre
igine salinmasi. Normal kosullarda lizozomlar i¢inde giivenli bir sekilde tutulan lizozomal
proteolitik enzimlerin sitoplazmaya salinmalar1 ile hiicre igi proteolizin hizlanmasi ve

doku hasarinin siddetlenmesi ( Islekel vd., 1999).

e Membran gegirgenliginin bozulmas: ile protein sentezi i¢in gok dnemli olan K* ve Mg**

konsantrasyonlarimmn degismesi ve buna bagh olarak protein sentezinin inhibisyonu.

e Lipid peroksidasyonunun yikilim tiriinli olan malondialdehidin, proteinlerin amino
gruplari ile sift baz1 olusturmasi ve tiyol gruplan ile etkilesim. Bu sekilde olusturdugu
protein fragmantasyonu ve polimerizasyonunun yanmisira MDA nin mutajenik etkisi de

gosterilmistir ( Krause vd., 1985; Rice ve Evans, 1994).

2.5.2- Lipid Karboksilasyonu

Reperfiizyonda ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkisi ile olusan lipid radikali, dokuda artmig
bulunan karbondioksid ile reaksiyona girerek lipid karboksil radikalini olugturmaktadir.
Karboksil radikali, lipid peroksidasyonu kadar yaygin olmasa da membran hasarma katkida

bulunmaktadir (Halliwell, 1999).
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HO +LH — HOH+L-
L'+ CO; , LCOO

LCOO +HOH __, LCOOH +HO

2.5.3- Protein Oksidasyonu

Hiicrenin protein yapilari, serbest radikallerin, Ozellikle duyarli amino asidler ile direkt
etkilesimi sonucunda hasara ugramaktadir. Protein fonksiyonu icin kritik pozisyonda olan
amino asidler (Orn: enzimin aktif bolgesindeki amino asidler), 6zellikle radikal hasarina
duyarlidirlar. Metionin, sistein gibi terminal siilfidril (-SH) grubu bulunduran amino asidler
ile triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi aromatik amino asidler, oksidasyona en fazla
maruz kalmaktadirlar. Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olugan
degisiklikler fonksiyonlarimi etkilemektedir (Rice ve Evans, 1994). Enzim veya reseptsr
fonksiyonuna sahip membran proteinleri, dzellikle serbest radikallerin modifikasyonlarina
duyarl olduklar1 i¢in protein oksidasyonu ile dnemli hiicresel ve membran fonksiyonlari
bozulmaktadir (Kilgore ve Lucchesi, 1993,1995). Protein yapilarindaki hasarin gosterilmesi
i¢in, protein karbonillerinin belirlenmesi yaygin olarak kullanilan bir gostergedir. Son yillarda
protein bagli okside amino asitlerin; 6zelikle aromatik ve siilfidril igeren kalintilarin analizi
yapilmaktadir (Witko, 1996; Halliwell, 1999). Bunun yamsira iskemi-reperflizyon slirecinde
hiicre i¢i enzimlerden olan antioksidan enzimlerin oksidasyonlarn1 da bu enzimlerin
aktivitelerindeki azalmanmin nedenlerinden birini olusturébihnektedir (McCord , 1993; Darley
vd., 1995; Islekel vd., 1999).

2.5.4- DNA Hasan

Reaktif oksijen radikallerinin, hiicrede saldirdigi bir diger 6nemli makromolekiil niikleik
asidlerdir. Kalitsal bilgiyi tasiyan deoksiribontikleik asidin (DNA) temel tag1 olan niikleotidin
yapist iginde yer alan purin ve p1r1mld1n bazlar1 'bks’ijenﬁ radikallerinin etkilerini gﬁsterdigi
bolgelerdir. Ozellikle guanin bazimin bu radikaller araciligi ile hidroksilasyonu sonucunda
DNA molekiiliiniin yapis1 degigsmekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Kitagawa vd.,
1990; Athar vd., 1993; Kilgore ve Lucchesi, 1993; Pedersen ve Finazzi, 1993). DNA
yapisinda 100 den fazla modiﬁkasybn tanimlanmigtir, ancak sadece guanozinin 8-
hidroksilasyonu yaygin olarak galigiimaktadir (Collins vd., 1996; Frei, 1999) . Beyinde temel
makromolekiiler genetik yapilara olan hasar nedeniyle kreatin kinaz-BB (CK-BB), tubulin,
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noron spesifik enolaz (NSE) gibi beyin proteinlerinin sentezinin azaldig: ortaya konmustur

(White vd., 1993).

2.5.5- Notrofil Kaynakh Hiicre Hasar

Iskemik dokuda, serbest radikaller de dahil olmak iizere diger bazi kemoatraktanlarin etkisi ile
g6¢ eden notrofiller, asagidaki mekanizmalar ile reperflizyonda doku hasarinin ilerlemesine

yol agmaktadirlar:

Salgiladiklar1 proteazlar (elastaz, jeletinaz vb.) ile endotel hiicre pargalanmasina neden

olurlar.

e Reperfiizyon doneminin en Onemli mikrovaskiiler patolojisi olan kan akisinin geri
dénmemesi fenomenine (no reflow phenomen), aktive olmus nétrofillerin yol agtig1 ve.
nétrofillerin kapillerlerindeki agregasyonlar ile kan akimimin geri dénmesine engel olan

kapiller tikag¢lar: olusturdugu bildirilmigtir (Okada vd., 1994) .

o Salgiladiklar1 vazokonstriikktér ajanlar ve trombosit aktive edici faktér (PAF) ile daha
biiyiik damarlarda da (arteriyol, prekapiller damarlar) daralmaya neden olmaktadirlar.

e Bir arasidonik asid metaboliti olan LTB4 salgilayarak, stiperoksid anyon radikali
iiretimine ve ndétrofillerin kemotaksisine neden olmaktadirlar. Boylece bir geri beslenme
mekanizmasi ile toplanmig olan nétrofillerden salgilanan kemotaktik faktodrler yeniden
serbest radikal tiretimine ve nétrofil infiltrasyonuna neden olmaktadir (Kilgore ve
Lucchesi, 1995). Hartmann ve ark (Hartmann vd., 1994) nétrofillerce iiretilen stiperoksid
anyon radikalininin, eritrositlerin agregasyonunu da hizlandirdiginm1 ve bu etkinin nétrofil

agregasyonu ile birlikte kapiller tikanmay1 daha arttiric: olabilecegini savunmuglardir.

2.6- Diabette Glikasyon Uriinlerinin Olusumu

Plasma ve hiicre memran proteinleri uzun siire yliksek konsantrasyonda glukozla karsi karsiya
kalirsa glukoz hizla proteinlerin amino gruplarina nonenzimatik bir yolla baglamyr, bu olaya
‘non-enzimatik glikasyon’ denir. Proteinlerin N terminal o amino gruplarina ve igerdigi lizin
aminoasitlerine ait 2. Amino grubuna 6zellikle glukoz ve ayrica galaktoz, fruktoz, mannoz,
fukoriboz, sialik asit ve bazi durumlarda bu heksozlarin fosforillenmis sekilleri baglanar.
Baglanma karbonhidrat kisminin karbonil grubu ile proteinin amino grubu arasinda nce bir
aldimin (Shiff baz) olusmasi ve bundan da Amodari reaksiyonu sonucunda ketoamin haline

gecmesi ile gergeklesir.
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Sekil 2.8 Proteinlerin glikasyonu

Hemoglobin gibi kisa dmiirli proteinlerde reaksiyon ketoamin diizeyinde kalir. Ancak elastin
ve kollajen gibi uzun Omiirli proteinler de olusan ketoaminin daha ileri glikasyona

ugramasiyla tersinir olmayan, kalic1 glikoproteinler olusur.

Yeni olusan glikasyon riinleri kan glukoz konsantrasyonuyla alakali olarak bir dengeye
ulasir ve daha sonra biraz daha stabil olan erken glikasyon tirlinleri geligir. Bunun tipik
ornegi glike hemoglobindir. Erken glikasyon tiriinlerinin denge konumuna erismesi haftalarca
siirebilir. Glike proteinler oto-oksidasyona ugrayabilirler ve bu esnada serbest radikal
iiretirler, sonugta proteinlerin ¢apraz baglanmast ve degradasyonuyla diabetin molekiiler
diizeydeki hasarimin olusumuna neden olular. Erken glikasyon {irtinlerinin bazilari
degradasyona ugrarken; kollojen , DNA veya diger uzun Omiirlii makromolekiillerdeki
degisiklikten olusan bazilar1 ise daha komplex kimyasal reaksiyonlara girerler ve “ileri
glikasyon son iiriinleri” olarak tanimlanan daha stabil ve irreversible molekiillere dontistirler.
Olusan degismis proteinler hiicresel disfonksiyona ve diabetin ¢esitli komplikasyonlarma
neden olurlar. Bu son iirlinlerin in vitro olarak nitrikoksidi inaktive ettikleride bulunmustur.
( Bucala vd., 1991) . Ileri glikasyon son {irlinlerini inhibe eden aminoguanidin kullanildiginda
diabetik si¢gan aortalarinda endotele bagimli relaksasyonun diizeldigi gosterilmigtir.

Aminoguanidin bir arginin analogudur ve nitrikoksit sentezini inhibe eder. Ileri glikasyon son
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iirlinleri extraseliller matriks proteinleri t(izerinde biriktiginde, buraya monositlerin

infiltrasyonuna neden olurlar. Bu olay diabetik aterosklerozu daha da hizlandirir.

2.6.1- Glikozillenmis Hemoglobin

Her proteinin ugradigi non-enzimatik glikasyon gibi, bir metallo protein olan hemoglobinde
glikasyona ugrar. Glikasyona ugramis hemoglobine HbA; ad1 verilir. HbA,’in HbA;, HbAj;
ve HbA ¢ olmak iizere 3 tipi vardir. Teshiste bunlardan HbA . *den yararlanilir. Hemoglobinin
glikasyonunda, igerdigi 4 zincirden B zicire glukoz baglanmasi s6z konusudur. Baglanma 8
zincirinin terminal aminoasidi olan valine, yukarida anlatildigi gibi glukozun katilimiyla
olusur. Normal insanlarda HbA diizeyi, o kimsenin hemoglobin diizeyinin %4-7 ‘si arasinda

degisir. Diabetli kimselerde diabetin agirligiyla orantili olarak 2-3 katina ¢ikar.

Sekil2.9 Hemoglobinin non-enzimatik glikozillenmesi

Diabetli hastalarda bir defalik aglik kan sekeri bakmak, ya da aglik tokluk durumlarinda kan
sekeri diizeyini belirlemek ¢ok kere yeterli bir bilgi vermemektedir. Bu yiizden , nispeten kisa

sayilacak bir 6mre sahip olan (120 giine kadar) eritrositlerin icerdigi hemoglobinin glikasyon
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durumunu incelemekle bir hastanin yaklagik {i¢ aylik stire igindeki tim kan glukoz
diizeylerinin ortalamasi hakkinda oldukga saglam bir bilgi elde etmek miimkiindiir.

Metabolik kontrol zayifligi, diabetde retinopati ve nefropati gibi diabetik komplikasyonlarin
riskini artirir. HbAlc’nin kandaki ortalama glukoz seviyesini uzun siireler i¢cin gdstermesi,
diabetik hastalarda ortaya ¢ikabilecek diabetik komplikasyon risklerini ortaya koymak igin
kullanilabilir (The Diabetes Control and Complicatio Trial Research Group, 1993; UKPDS
group, 1998).

Rutin klinik kullanimda testin 3-4 ayda bir yapilmasi yeterlidir. Gebelik diabeti veya tedavi
sonucu olusan major degisiklikler durumunda ise HbA;c’nin 2-4 haftalik periyotlarda

Ol¢iilmesi uygundur (Goldstein vd., 1986).

2.7- Diabetde Serbest Radikal Olusumu

Son yillarda birgok patolojide oldugu gibi diabetin komplikasyonlarinin patogenezinde de
serbest oksijen radikallerine ilgi artmustir. Ciinkii serbest oksijen radikallerinin nitrik oksit
yikimmu arttirdigt bilinmektedir. Diabette de serbest radikal olusumunun arttig1 veya radikal

baglayici sistemlerde azalma oldugu belirlenmistir.

Diabetik siganlar serbest radikal {ireten bir sistemle kargi karsiya geldiklerinde endotelden
kaynaklanan relaksasyondaki inhibisyon bu grupta kontrollere oranla daha belirgindir ve bu
siganlarda stiperoksit dismutaz ile serbest radikallerin uzaklagtiriimast ~ndotelden
kaynaklanan vasodilatasyonda artiga neden olmaktadir (Tesfamariam ve Cohen, 1992).
Benzer sekilde yiiksek glukozla olusan endotelden kaynaklanan relaksasyon bozuklugu
stiperoksit dismutaz varliginda diizelmektedir ( Hattori vd., 1991). Siiperoksit anyonu etkisini
hidroksil iyon etkisi iizerinden gostermektedir ve bu da lipid peroksidasyonunun bilinen bir
yoludur. Gergekten de lipidle eriyebilen antioksidan bir madde olan probukolle tedavi edilen
tavsanlarin aortalarinda yiiksek glukozun olumsuz etkilerinin olmadigl saptanmistir
(Tesfamariam ve Cohen, 1992).

2.7.1- Nitrik Oksit ve Diabet Iliskisi

Serbest radikallerin etkisiyle olusan B-hiicre hasari IDDM (insiiline bagimlhi diabetes
mellitus)’ye neden olur. Diabetin baglamasinda oksidasyonun rol oynadigina dair bulgularin
¢ogu, deney hayvanlarinda diabetin olusturan iki ilag olan alloksan ve streptozotosin ile

yapilan calismalarda elde edilmistir. Bu kimyasal maddelerden ikiside oksidan madde
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meydana getirerek langerhans adaciklarini sellektif olarak tahrip ederler. STZ’nin uygun
olmayan NO cevaplari meydana getirerek diabete neden oldugu dislintilmektedir (Godin
vd.,1988; Wolf, 1993). Diisiik doz STZ ile meydana getirilmis deneysel insulitis sirasinda
adaciklar infiltre eden ilk inflamatuar hiicreler makrofajlardir. Aktive makrofajlar sitotoksik
serbest radikaller tiretirler. Ozellikle hidroksil radikalleri B-hiicrelerine karsi sitotoksiktir.
Invitro deneylerinde dihidrolipoik asit belirgin sekilde makrofajlarin neden oldugu adacik
hiicre yikimini inhibe ederken, bu antioksidan yoklugunda uygunsuz NO cevabinin neden
oldugu adacik hiicre yikiminin arttig1 gosterilmistir (Packer, 1993).

2.8- Antioksidanlarmn Diabetteki Onemi

Serbest radikallerin hem diabet geligsimi (Oberley, 1988) hemde sonraki komplikasyonlarina
(Wollf, 1993) katildigz diisiiniilmektedir. Ozellikle lipid peroksidasyonunun diabetik
hastalarda artmis oldugu bildirilmektedir (Jennings and Jones,1987; Mooradian, 1991).

Dahasi hem deney hayvani (L Abbe and Trick,1994; Roza vd.,1995) hem de insan (Salonen

vd., 1995) calismalarinda elde edilen kanitlar antioksidan savunmalarin, diabet gelisiminden
once tehlikeye girdigini diistindiirmektedir. Insanlarda yapilan caligmalarin gogu, kanda
bulunan nonenzimatik antioksidanlara yonelmislerdir. Bu da aslinda kan 6rneklerinin (doku
Orneklerine oranla) hastalardan alinmalarinin daha kolay olmasina baglanir. Bu ¢aligmalarda
E vitamini {izerine fazlaca ilgi gosterilmistirr Bazi arastirmacilar E  vitamini
konsantrasyonunun azaldigim (Hattori vd., 1991) bildirirken bazilarida arttigini (Krempf vd.,
1991) bildirmiglerdir.

Buna kargilik C vitamininin, diabetik vakalarda disiik seviyelerde olduguna dair bir
anlagmaya varilmigtir (Som vd., 1981; Jennings vd.,1987; Sinclair vd., 1991). Dahas1 C
vitamini yetersizliginin biyiikligii hastaligin statiistine baglanmigtir (Sinclair vd., 1991).
Mikroanjiopatili hastalar diisiik C vitamini statlistine sahiptirler.

Son yapilan ¢aligmalar da , diabette C vitamini tiiketiminin hastalik olugsmasindan sonra
artifimin diigtincesi hakim olup (L Abbe ve Trick, 1994), diabetik hastalarin normal C
vitamini seviyesini muhafaza etmek i¢in daha fazla C vitamini alimlarina ihtiya¢ duyduklar

isaret edilmektedir.
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2.8.1 - E Vitamini

E vitamini terimi d6rdii tokoferol (alfa, beta, gama,delta), dérdii tokotrienol olmak iizere sekiz
adet antioksidam tamimlamak igin kullanilir. Bu formlardan sadece alfatokoferol insan

viicudunda kanda ve dokularda yiiksek miktarlarda bulunur.

Alfatokoferol:

Alfatokoferoliin insan viicudundaki ana fonksiyonu anti-oksidan olusudur. Insan viicudunda
serbest radikaller, metabolizma faaliyetleri sonucu olustugu gibi, sigara, ¢evre kirliligi, gibi
dis etkenler sonucu da olugmaktadir. Hiicre membranlarinin bir pargas: olan yaglar, serbest
radikallerin sebep oldugu oksidasyona kars1 savunmasizdir. Yagda ¢6ziinen bir vitamin olan
alfatokoferol serbest radikalleri etkisiz hale getiren ve lipid pargalanmasinda meydana gelen
zincir reaksiyonlari engelleyen tek vitamindir. Alfatokoferol viicuttaki hiicre membranlarinin
biitiinliigiinii sagladig gibi, diisiik yogunluklu lipo proteinleri (LDL) oksidasyona karsi korur.
Lipoproteinler yag ve proteinden olusan parcaciklardir ve yaglarin viicutta tasinmasim saglar.
LDL kolestrolii damarlardan dokulara tagir, okside LDL kardiyovaskiiler hastaliklara neden

olur.

Alfatokoferol bir serbest radikali notralize ettiginde antioksidan 6zelligini kaybeder. Ancak C
vitamini gibi diger bazi antioksidanlar alfatokoferoliin antioksidan o6zelligini tekrar
kazanmasim saglamaktadir. Alfatokoferoliin antioksidan &zelligi disinda belirlenmis bir gok
fonsiyonu daha bulunmaktadir. Ornegin Alfatokoferol protein Kinaz-C nin aktivitesini inhibe
eder. Bu da enflamatuar ve immiin hiicrelerin aktivite ve ekspresyonlarimi etkiler. Ek olarak
alfatokoferolun trombosit agregasyonunu inhibe etti§i ve vasodilatasyonu arttirdig:

gosterilmistir (Traber, 2001).
Gamma tokoferol:

Gamma tokoferoliin- insanlardaki islevi belirlenememigtir. Amerikan tarz: beslenmede E
vitamininin en ¢ok bu formda bulunmasina ragmen kandaki gamatokoferol seviyesi
alfatokoferol seviyesinden 10 kat daha diistiktiir.
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E vitamini gereksinimi yakin zamana kadar erkeklerde 10 mg/giin, kadinlarda 8 mg/giin
olarak tavsiye edilmekteydi. Ancak 2000 yilinda Tip Enstitiisii Gida ve Beslenme krulu
tarafindan revize edilmis olup, revize degerlere asagidaki tabloda yer verilmistir.

Cizelge 2.3 Giinliik E vitamini gereksinimi

2.8.1.1- Antioksidan Olarak E Vitamininin Hastahklarm Onlenmesi ve Tedavisindeki

Rolii

e Kardiyovaskiiler hastaliklar (kalp krizi ve kalp hastaliklarr)

Yapilan genis capli gozlemsel galigmalarin en az 5 tanesi yiiksek e vitamini tiketiminin
kadinlarda ve erkeklerde kalp krizi ve kalp krizi sonucu 6liim riskini azalttigini -géstermistir.
Bu ¢aligmalardan 2 tanesi giinde 7 mg alfa tokoferol alan hastalarin glinde 3-5 mg dan az
alfatokoferol alan hastalardan %35 oraninda daha az kalp krizi riski tagidifini gostermistir
(Knekt vd., 1994; Kushi vd., 1996).

Yine yapilan gozlemsel caligmalar, alfatokoferol takviyesinin kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde etkin olabilecegini konusunda goriisler ortaya koymaktadir. Ornek olarak,
- 6ncesinde koroner arter bypass ameliyat1 gegirmis bir kigi lizerinde yapilan gbézlemde, kiginin -
giinlik 100 IU alfatokoferol (67 mg RRR-alfa tokoferol) almasi durumunda koroner
ateroskleroz gelisiminin azaldif: anjiyografi ile ortaya konmugstur (Azen vd., 1996). Ayrica
Biiyiik Britanyada kalp hastalarina, yaklagik 18 ay boyunca giinliik 400-800 IU sentetik
alfatokoferol verilerek yapilan bir ¢aligmada 6liimeiil olmayan kalp krizlerinde %77 gibi ciddi
bir oranda azalma oldugu goériilmiistiir (Klein vd., 2001). Buna karsin kalp hastaliklar1 sebebi
ile oOliimlerde belirgin bir azalma gorillememistir. Kronik renal dializ hastalariin

kardiyovaskiiler kalp hastaliklar1 sonucu 6liim riskine normal insanlara gére daha fazla agik
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oldugu ve ayrica yiiksek oksidatif baski altinda olduklar1 bilinmektedir. Bu hastalarin
ortalama 1,4 yillik siire ile 800 IU dogal alfatokoferol ile desteklenmeleri durumunda kalp
krizi riskinde 6nemli azalmalar goriilmiistiir. Bununla birlikte 3 diger test de ise alfatokoferol

destegi ile risklerde belirgin bir azalma olacagi gosterilememistir (Boaz, 2000).

e Katarakt

Katarakt g6z lensinde bulunan proteinlerin oksidasyonu sonucu olugmakta oldugundan, alfa
tokoferol gibi antioksidanlar tarafindan engellenebilecegi digtiniilmektedir. E vitamini
tiikketimi ile katarakt vakalarimin ortaya ¢ikist ve ciddiyetini arastirmak tlizere 10 tane
g6zlemsel galigma yapilmigstir. Bu ¢aligmalardan 5 tanesinde e vitamini ile katarakt 6nlenmesi
ile iligkili herhangi bir iligki bulunamadig raporlanmustir. 4629 kadin ve erkekte yapilan
giincel bir ¢alismada, deneklere uzun bir periyotta giinliik 500 mg c vitamini, 400 IU e
vitamini, 15 mg beta karoten verilmis, ancak 7 yillik bir siire igerisinde yaglilikla ilgili

katarakt gelisiminin degistigi ile ilgili herhangi bir sonuca ulagilamamaistir.
e Bagisiklik Fonksiyonlar

Birka¢ ay boyunca giinliikk 200 mg sentetik alfa tokoferol (100 mg RRR alfatokoferol’a
esdeger) alan yetigkinlerde Hepatit B ve Tetanos asist ardindan viicutta antikor olusumunun

arttig1 gézlemlenmisgtir.
e Kanser

Kanserin bir ¢gok tiirli DNA yapisimin viicuttaki serbest radikaller tarafindan zarara ugratilmasi
sonucu olugmaktadir. Alfatokoferolun serbest radikalleri nétralize etme yetenegi nedeni ile,
kanserin 6nlenmesinde alfatokoferol kullanimu {izerine bir ¢ok arastirma yapilmigtir. Ancak
bir ¢ok arastirmada akciger ve gogiis kanseri ile alfatokoferol alimi arasinda belirgin iligkiler
kurnlamamagtir. Ancak sigara igen kisilerde akciger kanserinin 6nlenmesi amaciyla giinliik 50
mg sentetik alfatokoferol ile desteklenen deneklerin takibi sirasinda bu deneklerdeki prostat
kanseri olusldi‘m&hdéi.%éki azalma oldugubulunmustur Ancak denéy sonﬁglériiﬁh raslantisal
olabilmesi ihtimali nedeniyle, alfatokoferol ile prostat kanseri arasindaki iligki detayli olarak

arastiriimalidir.

Hayvanlar tiizerinde alfatokoferal enjeksiyonu yontemi ile yapilan c¢aligmalar timor
gelisiminin inhibe edildigini gostermektedir (Weber vd.,2002; Malafa ve Neitzel, 2000).
Ancak insanlardaki kanser terapisinde alfatokoferol suksinatin faydali olup olmadigimin

belirlenebilmesi i¢in yapilan ¢alismalarin genisletilmesine ihtiya¢ vardir.
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e Diabetes Mellitus

Bu hastalardaki oksidatif baskinin yiiksek olmasi ve diabetik hastalarin 6liim nedenleri
arasinda kalp krizi ve kalp hasatliklarinin Snemli bir yer tutmas: diabetikler iizerindeki
alfatokoferol takviyesinin gerekliligini gosterir. Glincel bir ¢aligmada, diabetik hastalarda
olusabilecek oksidatif baskinin isaretcisi olarak biyokimyasal bir isaret¢i kullanmusgtir. 14 giin
boyunca giinlilk 600 mg sentetik alfatokoferol (300 mg RRR-tokoferol) verilen hastalarda
oksidatif isaret¢i miktarinda azalma goriilmiistiir. Alfatokoferol takviyesinin kandaki glikoz
kontrolii tizerindeki etkisine yonelik ¢aligmalar tutarsizlik géstermektedir. Bir ¢aligma giinliik
sadece 100 IU seviyesindeki sentetik alfatokoferol takviyesinin kandaki glikoz seviyesinin
kontroliinii arttirdifini sdylemesine ragmen (Jain vd., 1996), 900- 1600 IU sentetik
alfatokoferol kullamilan calismalar, ya ¢ok az diizenleyici etki gostermis yada hi¢ etki
gostermemistir (Poalisso vd., 1993; Reaven vd., 1995). Ancak bu konudaki ¢aligmalarin az
olmasi1 alfatokoferoliin diabetiklerde faydali olacagi yoniindeki inanglarin devami igin

yeterlidir,

2.8.1.2- E Vitamini Yetersizligi

E vitamini eksikligi yetersiz beslenme, alfatokoferol tastyici proteinlerin genetik olarak islev

gérmemesi, ve yag emilimi bozuklugu sendromu gibi birgok sebepten olusabilmektedir.

Cystic fibrosis veya kalestetik damar hastaligi olan cocuklarda, beslenme ile E vitamini
absorbsiyonu kapasitesinin zayif olmasindan dolay:r semptomatik E vitamini yetersizligi

goriilmektedir.

Ciddi olgiilerdeki e vitamini eksikligi, denge bozuklugu, gbzde retina hasari, ataksia, periferal
neropati, miyopati, kas gii¢stizliigii gibi rahatsizliklara sebep olabilmektedir (Traber, 1999).

Bu nedenle, periferal neropati, ataksia, veya retinitisi pigmentosa goriilen hastalarda e

vitamini .eksikligi olup olmadig1 arastirilmalidir.. Gelisme evresinde olan. sinir sistemleri.e. .. ..

vitamini eksikligine kars1 6zellikle hassastir. Dogustan E vitamini eksikligi olan cocuklarda
nérolojik semptomlar hizli bigimde gelismektedir (Sokol, 1996).
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3- DENEYSEL KISIM

3.1 Kullanilan Cihazlar, Egyalar ve Kimyasal Maddeler

3.1.1 Kullamlan Cihazlar ve Egyalar

Shimadzu UV-2401 PC UV- Visible Recording Spektrofotometre
Tekniklab marka Santrifijj

Backman marka pH metre

Mettler Toledo AT 201 Terazi

Instilin enjektorii

Klempler

Cesitli cam egyalar
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3.1.2 Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Amino 4- Antipirin (Sigma)

Fenol (Sigma)

Glukoz Oksidaz (Randox)

Glukoz (Sigma)

STZ (Sigma)

Heparin(Sigma)

Glukozillenmis Hemoglobin “HbA ;. II” Kiti (Roche)
Boehringer Mannheim “NO Colorimetric Assay Kiti” (Sigma)
Vitamin E (Sigma)

Sodyum azid (Sigma)

Sodyum Kloriir (Merck)
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3.2- Deneyler Oncesi Deney Hayvanlarina Yapilan Islemler

.U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, deney hayvanlar: iiretim labaratuarindan temin edilen 18 ad
Wistar Albino cinsi erkek sigana kuyruk kanatma yontemiyle, glukoz tayini yapildi. Diabetik
olmayan tiim si¢anlar, deney igin kafeslere boliindii. 5 sican bir kafesde kontrol i¢in, 7 sigan
diabetik grubu olugturmak {izere 2 kafese, 6 sigan diabetik+ vitamin E grubunu olugturmak
lizere 2 ayn kafese boliindii. Siganlara STZ enjeksiyonuna kadar serbest beslenme ve su

uygulanda.
3.2.1 Siganlarin Diabetik Yapilmasi Islemi

1. gruba kontrol grubu olarak intraperitonial serum fizyolojik enjeksiyonu, 2 ve 3. Gruba
streptozotosin (STZ) enjeksiyonu (STZ 65 mg/kg) uygulandi. Deney gruplarinda diabetik
olusumu, 48 saat iginde kuyruk kanindan glukoz miktar: strip yéntemiyle tayin edildi. Deney
gruplarinin 2.sine 48 saat sonra 2.2 mg/ kg giin E vitamini (yagda ¢6ziinmiis alfa tokaferol,
sigma) intraperitonial 2 hafta stireyle uygulandi. 1. Grup, diabetik olmayan kontrol grubu
olup, 2. Grupla beraber serum fizyolojik stress enjeksiyonuna hergilin maruz birakilip, diger
grubun enjeksiyon stresinin esi yasatildi. Deney hayvanlar serbest beslenme ve su tiikketimi
uygulanacak sekilde 2 hafta stireyle kafes bakimui yapildi. Stire sonunda, sodyumpentobarbital
enjeksiyonu ile uyutulan siganlarm her iki karotis arteri 10 dakika klampe edilerek serebral
iskemi olusturuldu, bunu takip eden 1 saat kan akisi tekrar saglanarak,. reperfiizyon
olugturuldu. Stire sonunda toraks agildiktan sonra sag ventrilkkiilden heparinize kan

numuneleri alindi. Uygun santriflij islemleri ile numuneler tayinlere hazir hale getirildi.
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3.3 Kan Sekeri Tayini

1000 ul glukoz oksidaz enzimi + 10 pl plazma ve 1000 pl glukoz oksidaz enzimit+ %100
glukoz ¢ozeltisi kangtirilip, 37 °C¢ de 10 dakika inkiibe edilir, Blank tiipe karsi 500nm*‘de

absorbanslar1 okunur.

Glukoz oksidaz

Glukoz+ O3 ———» Glukonikasit +H; 0 ,

2 H, 0+ Fenol+ Amino-4 antipirin— Renkli kinonimin +4 H; 0

Hesaplama:

% mg glukoz = Agmek/ A stq X100 esitligi kullanilarak hesaplamr.
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3.4 Glukozillenmis Hemoglobin (HbA,. ) Tayini

Alman 10 pl kan tizerine, 1000 pl hemoliz reaktifi eklenip, karigtirilir. Daha sonra tizerine
sirastyla, 20 pul R1 ve 20 pl R2 reaktifleri ilave edilir. Olugan komplex ttirbidimetrik olarak
okunur. Standartlar da ayn1 yontemle okunduktan sonra HbA | miktar1 hesaplanir. Kandaki
HbA . nin normal degeri % 4-6 kadardr.

Roche “HbA 1 IT” kiti kullanilmigtir. Kitin Muhteviyati;

Hemoliz reaktifi: TTAB: 9¢g/ 1; stabiliz6r

R1 : MES tanponu : 0.025 mol/l, TRIS tanponu : 0.015 mol/l, pH : 6.2
HbA ¢ antikoru: > 0.5 mg/ml ; stabilizor.

‘R2 : MES tanponu : 0.025 mol/l, TRIS tanponu : 0.015 mol/l, pH : 6.2
HbA ¢ polihapten: > 8 pg/ml ; stabilizor.

*MES: 2-morpolinoetan sulfonik asid
*TRIS: Tris(hidroksimetil)- aminometan

*TTAB: Tetradecyltrimetilamonyumbromat

Hemoglobin Tayini

50 pl homolizat 12 ml fosfat tanponu ve sodyum azid (pH : 6.4) ile karistirilip 415 nm’ de
distile suya karg1 absorbans1 okunur. Burdan total hemoglobin miktar1 hesaplanir.

Hesaplama:

% Glikozillenmis hemoglobin = HbA; konsantrasyonu/ Total hemoglobin x 100 esitligi ile

hesaplanir.
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3.5 Nitrit/ Nitrat Tayini

Nitrat, nitrat rediiktaz enzimi ve NADPH varliginda nitrite indirgenir.

Nitrat rediiktaz
Nitrat+ NADPH+H* —— % Nitrit + NADP+H, O

Nitritin siilfonilamid ve N-1- naftil etilendiamin dihidroklorid ile reaksiyona girmesi sonucu

kirmuzi-mor renkli diazo bilesigi olusur.

Olusan diazo bilesigi 540 nm dalga boyunda okunur. Bu iglemle total nitrit ve nitrat tayin
edilmis olunur. Ayrica nitrat rediiktaz reaksiyonunu olusturmadan plazma nitrit diizeyi direkt
reaksiyonel olusan renkli diazo bilesiginin yine 540 nm’de kore karsi spektrofotometrik

degerlendirilmesinden hesaplanir.

Boehringer Mannheim “Nitric Oxide Colorimetric Assay” kiti kullanilmugtir.
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Hesaplama:

AA 1t = (A2 = Apnitrit - (A2 —A1 ) kor nitrit

AA nitritinitrat = (A2 = A nitrit+nitrat = (A2 —A1 ) kor nitrit+nitrat
AA yitrat= (A2 - Apnitritnitrat = AA nitrit

Hesaplamalar standart egrisi kullamlarak yapildi.
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4- DENEYSEL SONUCLAR

Cizelge 2.4 Kontrol grubu, diabetik grup, diabetik + vitamin E gruplarinin glukoz (% mg)

degerleri.

Cizelge 2.5 Kontrol grubu, diabetik grup, diabetik + vitamin E gruplarinin HbA ;¢ (% )

degerleri.

Cizelge 2.6 Kontrol grubu, diabetik grup, diabetik + vitamin E gruplarinin total nitrit-+nitrat

(nmol/L ) degerleri.
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Cizelge 2.7 Kontrol grubu, diabetik grup, diabetik + vitamin E gruplarinin ortalama glukoz
(% mg), HbA (%) total nitrit+nitrat, (nmol/L. ) degerleri.

138+-026 | 375+-22.6 362+~ 20.7
4384019 | 7.864-028 | 7.25+-026
16.6 +/- 0.4 25.1 +/-0.8 17.9 +- 0.6

Cizelge 2.8 Ortalama glukoz (% mg) degerlerinin karsilastirilmasi.

Kontrol Grubu Diabetik Grup - Diabetik +
Vitamin E Grubu

Cizelge 2.9 Ortalama HbA . (%) degerlerinin karsilastirilmasi.

Kontrol grubu Diabetik Grup Diabetik+Vitamin
E grubu

Cizelge 2.10 Ortalama total nitrit+nitrat (nmol/L)) degerlerinin karsilastinlmast. -

Kontrol Grubu Diabetik Grup  Diabetik+Vitamin E
Grubu
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SONUCLAR VE TARTISMALAR

Siganlarda STZ uygulanmasi sonucunda, plazmada tayin edilen glukoz ve HbAlc sonuglart
kontrol grubuna kargi degerlendirildiginde, deney gruplarinda bagarili bir sekilde diabet
olusturuldugu goriilmiistiir. (p< 0.001). Diabetik yapilip, vitamin E uygulanan deney
gruplarinda ise, glukoz ve HbAlc sonuglar1 diger diabetik grupla kiyaslandiginda, sayisal
olarak daha biiyiik degerler g6zlense bile, istatislik olarak anlamlilik bulunamamustir. (p< 0.5)

Buna karsin, STZ uygulamp, E vitamini verilen ve iskemi reperfiizyon modeli olusturulan
deney grubu ile STZ uygulanip iskemi reperflizyon modeli olusturulan diger deney grubu
total nitrit+nitrat diizeyleri bakimindan kiyaslandiginda vitamin E uygulanan deneysel grubun

sonuglarinin ileri derecede anlamli azalmis oldugu goriilmistiir. (p< 0.001)

Bu sonuca gore deneysel diabet olusturulup, beyin iskemi reperfiizyon hasar1 modeli
geligtirilen grup, kontrol grubu ile kiyaslandiginda NO metabolizmasinda NO artisina sebep
olmustur.Bu artigin, inhibitérler kullanilarak ileri derecedeki galigmalarda, i-NOS’den
kaynaklandig1 biiyiik Olclide gosterilmistir. Oysaki Diabetik yapilip, iskemi reperfiizyon
modeli olusturulan gruba bir antioksidan olarak vitamin E uygulanmasinin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda NO olugumunda anlamli bir artiga sebep olmadig: gosterilmigtir. Muhtemelen

antioksidan olarak vitamin E, i-NOS uyarilmasini bu deneysel modelde azaltmigtir.

Siganlarin STZ ile diabetik yapilmasi, kronik diabet sayabilecegimiz bu siiregte plazmada
oksidan stres olusumunun artist muhtemeldir ve bir¢ok g¢alismada bu artis gdsterilmistir
(Godin vd., 1988 ; Wolf, 1993) Bizim ¢alismamizda muhtemelen diabetin getirdigi oksidatif
stres ve oksijen radikal artisi, bir radikal olan NO’nun etkinligini azalttifindan, organizma bir
telafi mekanizmasi olarak veya bazi izoenzimleri uyararak NO olusumunu arttirmistir. Oysaki
vitamin E’nin bir antioksidan olarak plazmada oksijen radikali olusumunu ve/veya olusan
oksijen radikallerinin tutulmasi yoluyla NO etkinligini arttirdigindan NO olusumu kontrollere
gore yiiksek seviyelerde g6zlenmistir. (p< 0.05)
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Sonug olarak, diabetin getirdigi oksidatif stres NO metabolizmasini etkilemekte, 6zellikle de
NO etkinligini azalttigindan NO {iretimini indiiklemektedir. Caligtifimiz deneysel modelde de
bazi NO izoenzimlerinin indiiklenmesi de s6z konusudur. NO ve oksijen radikali (O,-)
etkilesimi ¢ok stiratlidir ve vaskiiler sistem igin toksik olan peroksinitirt olugumuyla
sonuglanir. (Packer, 1993) Bundan dolayidirki antioksidanlarla oksidatif stresin azaltilmas:
diabetik komplikasyonlarin diizenlenmesinda ve NO olugumunun sinirlandirilmasinda yararli
olacagi asikardir. Aksi takdirde simirsiz NO olusumu organizmaya zararli etkiler

olusturabilecektir.
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